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人工转录因子促进外源基因在 !"#细胞中的高效表达
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摘 要 以酵母转录因子 V7SJ中 #N#J%位氨基酸序列为构建人工转录因子的 H*7结合结构域，单纯疱疹病毒转录激活子
&F#;中 #!肽（H7SHH[HSH\SV）的 J个串联重复作为人工转录因子的功能结构域，用 =&J$的核定位序列（*S=）将两部分连接
起来，构建了人工转录因子 V&FJ并将其克隆进入表达载体 <3H*7"]#^G08/’（ M）中。将不同长度的人工转录因子结合序列构
建在外源基因表达载体 <3H*7"]#（ M）启动子 E\&的上游，分别连接外源基因 PV[F和 :F7。用表达人工转录因子和外源基
因的载体共转染 EG_细胞，PV[F和 :F7在含不同数量人工转录因子结合位点表达载体 <3H*7"]#（ M）转染的 EG_细胞中的
表达水平呈现不同程度的提高。其中，以引入 #$个人工转录因子结合位点的表达载体的效果最明显，PV[F和 :NF7的表达效
率均提高 ! ‘ "倍。结果表明，人工转录因子能有效地促进外源基因在哺乳动物细胞中的表达。
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人工转录因子是近年来发展起来的在转录水平

调控基因表达的一种新技术。它是通过人为设计模

拟天然转录因子的 !"#结合结构域和功能结构域，
或者利用天然转录因子的两种结构域的不同组合，

组建自然界不存在的、具有调控基因表达功能的转

录因子［$］。利用体外随机锌指蛋白噬菌体库筛选得

到的人工转录因子在调控细胞内源基因的表达有非

常好的效果，它既能使不同基因的表达水平上调 %
& ’(倍不等，也能够不同程度的抑制部分细胞内源
性基因的表达［)，’］。在调控外源基因的表达方面，用

编码人工转录因子的随机锌指蛋白库转染表达抗体

的 *+,细胞，从 )--- 个克隆中获得的 . 个人工转
录因子能够促进抗体表达增加 ) & %倍，最高能够促
进抗体表达提高近 $- 倍［.］。表达人工转录因子的
载体整合进 *+,细胞，得到能够组成性表达人工转
录因子的细胞，经过这种改造的 *+,细胞与不表达
人工转录因子的 *+,细胞比较，在促进外源基因的
高效表达上能够增加表达量 .倍以上［(］。
本文报告一种基于酵母转录因子 /#0. 中 $1

$.2位氨基酸序列为构建人工转录因子的 !"#结合
结构域，单纯疱疹病毒转录激活子 34$% 中 $) 肽
（!#0!!5!0!60/）的 .个串联重复作为人工转录因
子的功能结构域的人工转录因子；以 7/54和 814#
为外源表达基因，对所构建人工转录因子促进外源

基因表达效果进行了验证。

! 材料与方法

!"! 材料
核酸内切酶、9.!"#连接酶和 4*:聚合酶购自

9;<;:;和 "7=公司；质粒提取和胶回收试剂盒购自
天根基因公司；0>?@ABC8;D>EB 96)---、质粒 ?C!"#’F$
（ G）、?C!"#’F$H+IJK@（ G）购自 LEM>8K@JBE公司；质粒
?=>EN、4/(OPC 购自 4K@DBJ; 公司；质粒 ?C!"#H5:9H
84#由本实验室构建［%］。*+,1<$ 细胞购自 #9**；
!676H5$)培养基和胎牛血清购自 +ICO@EB公司；牛
纤维蛋白原和凝血酶购自中国药品和生物制品检定

所。

!"# 方法
!"#"! 人工转录因子的构建：
（$）人工转录因子 !"#结合结构域的克隆：设
计两条引物 /#0$、/#0)（表 $），为了方便克隆，引物
$的 (Q端设计了 !"#:!和 $%&!酶切位点，并设计
了 <,R#<序列 /** /** #** #9/，引物 )的 (Q端设
计了 ’()!酶切位点，为了使人工转录因子能够进
入细胞核内发挥功能，在引物 )中设计了核定位序
列：#9* 9#* *99 9*9 *99 *99 999 9//。用这两条
引物从质粒 ?=>EN上扩增 /#0.序列。用 9;<;:;高
保真的 4IK@SBT8 酶，回收约 .(-S? 的片段。通过
!"#:!和 ’()!连接进 ?U*$V载体，测序正确后命
名为 /#0.H?U*$V用于以下实验。

表 ! 设计引物的核苷酸序列
$%&’( ! )*+’(,-./0 0(1*(2+( ,3 45.6(50

/#0$ (1#9# /## 99* /*9 #/* /** /** #** #9/ ##/ *9# #9/ 9*9 9*9 #9* /## *1’
/#0) (1#9# //9 #** #9* 9#* *99 9*9 *99 *99 999 9// */# 9#* #/9 *## *9/ 9*9 99/1’
34$ (1*/# */* /*9 #/# */# 999 */# 9*9 //# *#9 /99 /// //# */* /*9 #/# */# 999 */# 9*9 //# *#9 /99 /// //1’

34)
(1/#9 *** *** ##* #9/ 9** #/# 9*/ ### 9*/ 9*9 #/* /*/ 9** *** ##* #9/ 9** #/# 9*/ ### 9*/ 9*9 #/* /*/
9*/ /9# *1’

34’
(1/#9 ** /#* /*/ *9# /#* /#9 99* /#9 *9/ /#* #9/ 99/ /// /#* /*/ *9# /#* /#9 99* /#9 *9/ /#* #9/ 99/
/// 9#/ #1’

34.
(1#/* 99 *9# *** *## *#9 /9* *#/ #9* /## #9* #9* /9* 9#/ */* /9* *** *## *#9 /9* *#/ #9* /## #9* /9*
9#/ */* /9* /1’

6*W$ (1##9 9## 99* /## #** //9 #9/ *#9 /99 ##* */# 9/9 #*/ //* *#/ #9# 9#* /1’
6*W) (1*/# //* /*/ **9 #// //* *#9 */# 999 ##9 9## 99* /## #** //9 #9/ *#9 /1’
6*W’ (1##* /*9 #/* *#/ *99 /// 9*9 *1’
U#W4;CL (1/*/ 99# #99 ##/ #/9 99* 9#/ #*/ /#/ 9#* 9/1’
U#W#JBL$ (1#9# #** //9 9#/ *** *** /*9 #/* /9* 99*1’
U#W#JBL) (1#9# #** //9 /#/ 999 *9# /#* //# /9# *9/1’
U#W+?;L (1#9# /99 ##* 9#/ *** *** /*9 #/* /9* 99*1’

（)）人工转录因子激活功能结构域的克隆：根据
文献 报 道 34$% 蛋 白 的 一 段 $$ 肽 序 列
（!#0!!5!0!60）具有 34$% 蛋白的激活功能，. 个
串联重复的 $$肽序列具有较强的激活效果［2］，此外

#ET;K>用 34$%中 X个氨基酸的短肽（!5!0!60/）的
)个串联重复，也表现出了较强的转录活性［X］。我
们采用 $)肽（!#0!!5!0!60/）的 . 个串联重复作
为人工转录因子激活功能结构域，设计 . 条引物
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!"#、!"$、!"%、!"&（表 #），用作人工合成 & 个串联
重复的 #$肽。
用 ’(!) # * "+, 反应缓冲液（-./01234 15662/

7898,8产品）将 !"# 与 !"$ 各 ’(-:0; 溶于 (<’:)
离心管中，置于一个盛满沸水的烧杯中，使烧杯中的

沸水在室温中自然冷却，使寡核苷酸退火成双链，两

末端分别形成 !"#="和 $%&"酶切位点；用 !"#="和
$%&"酶切处理 >?)&@"A+#B回收后与 !"#、!"$形成
的 )CDE2/连接，测序正确命名为 >!"$@-A+#B。!"%、
!"&同样处理后，与用 !"#="、’(&F#酶切 >!"$@
-A+#B后的载体连接，测序正确命名为 >!"&@"A+#B。
!"#"# 具有人工转录因子结合位点的载体构建：
（#）在 -GHI?%<#（ J）上连入多克隆位点：
为了方便在 -GHI?%<#（ J）的 +K!启动子前连

入调控序列，将 )*+ "、),- #、!,.L"、/0" "、
’%""、1"2"、1,("和 3"-"酶切位点的序列连入，
合成引物 KM+#、KM+$ 和 KM+%；利用 "+, 的方法，
第一轮扩增以 KM+# 和 KM+% 为引物，-GHI?%<#
（ J）为模板，扩增产物回收，用作第二轮 "+,的模
板，第二轮 "+,的产物回收用 124"和 15+"酶切，
与用同样酶切的 -GHI?%<#（ J）连接。测序结果表明
在 -GHI?%<#（ J）的 124"处连入了 )*+"、),-"、!,.L"、
/0""、’%""、1"2"、1,("和 3"-"酶切位点的序列，正确
质粒命名为 -GHI?%<#（ J）@K+M。
（$）人工转录因子结合位点的克隆：
为了方便克隆，引物 A?M"8GN、A?M?O2N# ’P端分

别设计了 3"-"、)*+"酶切位点，用这两条引物从
质粒 ">’;5G（"/0:2O8产品）上扩增人工转录因子结
合位点序列，含 ’ 个 >8)& 结合位点。用 7898,8高
保真的 "./01234酶扩增，回收约 #’(1-的片段。通过
3"-"、)*+"连接进 -GHI?%<#（ J）@K+M载体，测序
正确后命名为 -GHI?%<#（ J）@#A?M。引物 A?M)*+
"$、A?M’%"" ’P端分别设计了 )*+"、’%""酶切
位点，用这两条引物从质粒 ">’;5G（"/0:2O8产品）上
扩增人工转录因子结合位点序列，含 ’个 >8)&结合
位点。用 7?9?,? 高保真的 "./01234酶扩增，回收约
#’(1-的片段，通过 )*+"、’%""连接进 -GHI?%<#（ J）@
#A?M，测序正确后命名为 -GHI?%<#（ J）@$A?M。
用 3"-"、’%""酶切 -GHI?%<#（ J）@$A?M，回

收 %((1- 左右的片段，补平回收，载体 -GHI?%<#
（ J）@$A?M用 ),-"、3"-"酶切补平回收，与 %((1-
左右的片段连接，质粒鉴定正确后命名为 -GHI?%<#
（ J）@&A?M，至此含 ’个、#(个、$(个 >8)&结合位点
的载体构建成功。

!"#"$ 表达载体的构建：
（#）表达人工转录因子载体的构建：将方法

#<$<#中构建的载体 >!"&@"A+#B用 15+"、’(&F#
酶切，回收 Q((1-左右的片段 >!"&，同样用 15+"、
’(&F#酶切载体 -GHI?%<#@=.O/0（ J）回收载体与
>!"& 连接。连接正确的命名为 -GHI?%<#@=.@
>!"&。
（$）表达 R>S"载体的构建：用 15+"和 !-0"
酶切 -R>S"T+#，9;2D0U补平，回收约 V((1-的片段。
-GHI?%<#（ J ）、-GHI?%<#（ J ）@#A?M、-GHI?%<#
（ J）@$A?M、-GHI?%<#（ J）@&A?M用 6-7,!酶切、脱
磷；回收载体与 V((1-的 R>S"连接，连接正确的载
体命名为 -GHI?%<#（ J ）@(A?M@R>S" -GHI?%<#
（ J ）@#A?M@R>S"、 -GHI?%<#（ J ）@$A?M@R>S"、
-GHI?%<#（ J）@&A?M@R>S"。
（%）表达 4T"?载体的构建：
用 15+"和 !"#="酶切 -GHI?@S,7@4"?，回收

约 #W((1- 的 4"? 片段。-GHI?%<#（ J）、-GHI?%<#
（ J）@$A?M，同样用 15+"和 !"#="酶切回收载体与
#W((1-的 4"? 片段连接，连接正确的载体命名为
-GHI?%<#（ J）@(A?M@4"?、-GHI?%<#（ J）@$A?M@4"?。
!"#"% 细胞转染及筛选：转染前一天，+=XT9#细胞
以 W<’ * #(’ 细胞铺板 Q 孔板，细胞过夜培养，将表
达载体 -GHI?%<#@=.@>!"&与 -GHI?%<#（ J）@(A?M@
R>S"、-GHI?%<#（ J）@#A?M@R>S"、-GHI?%<#（ J）@
$A?M @R>S"、-GHI?%<#（ J ）@&A?M@R>S"；-GHI?%<#
（ J）@(A?M@4"?，-GHI?%<#（ J）@$A?M@4"? 按摩尔比
#Y#的比例共转染进 +=XT9# 中，转染试剂用
)C-062G48:CD2 7K$(((，操作方法按试剂说明书进行。
转染后 $&Z，用胰酶消化细胞，一板 Q孔板接种

至一板 $& 孔板，& [ ’Z后待细胞贴壁后，培养基换
为含抗生素 >&#V (<Q:O@:)、=.O/0 (<&:O@:)。% [ &F
换一次液。直到 $ 周后待阳性克隆长出。胰酶消
化，扩大培养，用作测定外源基因的表达；或再做单

克隆化，用作定量比较外源基因的表达。

!"#"& 阳性细胞的单克隆化和扩大培养：抗生素筛
选得到的阳性细胞，胰酶消化后，用有限稀释法，按

$个细胞@每孔接种于 BQ孔培养板中，$周后细胞克
隆长出来，挑选单克隆细胞扩大培养。

!"#"’ 细胞计数：胰酶消化细胞后，将细胞悬浮混
匀，取 #:)细胞悬浮液，用全自动细胞计数仪 G2F2\
?M$(计数。
!"#"( 流式细胞仪测定 R>S"荧光强度：抗生素筛
选得到的阳性细胞，胰酶消化后，$(((/@:CD 离心

%$李世崇等：人工转录因子促进外源基因在 +=X细胞中的高效表达



!"#$，用 %&’悬浮细胞，用非转染的 ()*+,-细胞作
空白对照，用 &.公司流式细胞仪测定 /01%荧光强
度，细胞总数设定为 23333。
!"#"$ 4+%5活性测定：采用体外纤维蛋白琼脂板溶
圈法检测 4+%5体外纤维蛋白溶解活性［6］。 4+%5 标
准品（7898:3），由英国国立生物标准和控制研究所
（;<&’(）提供。

图 = 表达 /01%和 4+%5的载体结构图
1#>?= @AB4CDE FCD 4GA AHIDAEE#C$ CF /01% J$K 4+%5

# 结果

#"! 人工转录因子及含人工转录因子结合位点的
载体构建

人工转录因子的 .;5结合结构域和转录激活
结构域在核定位序列的连接下，分别经 !"#!和
$%&!、!"#!和 ’())!、!"#!和 *+&K"酶切处
理，切下大小分别为 LL3、!=3、833MI 的片段。鉴定
正确（如图 -所示），测序表明所构建的人工转录因
子正确。

含人工转录因子结合位点的载体 IB.;52N-
（ O ）9-P5’、IB.;52N-（ O ）9=P5’、IB.;52N-（ O ）9
LP5’，经测序表明连接正确。
#"# 表达载体的构建
将外 源 基 因 /01% 连 入 IB.;52N-（ O ）、

IB.;52N-（ O ）9-P5’、IB.;52N-（ O ）9=P5’ 和

图 - 表达人工转录因子的载体结构和酶切鉴定图
1#>?- @AB4CD CF AHIDAEE#C$ JD4#F#B#JQ 4DJ$EBD#I4#C$

FJB4CD J$K #4E DAE4D#B4#C$ J$JQRE#E

IB.;52 N -（ O ）9 LP5’中，分别命名为：IB.;52 N -

（ O ）93P5’9/01%、 IB.;52N-（ O ）9-P5’9/01%、
IB.;52N-（ O）9=P5’ 9/01%、IB.;52N-（ O）9LP5’9
/01%；（如图 =所示）；外源基因 4+%5连入 IB.;52N-
（ O ）、IB.;52N-（ O ）9=P5’ 中，分 别 命 名 为：
IB.;52N-（ O ）93P5’94%5，IB.;52N-（ O ）9=P5’94%5
（如图 =所示）；酶切鉴定正确。
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!"# 人工转录因子对 $%&’表达的影响
将载体 !"#$%&’()*+),-./ 分别与 !"#$%&’(

（ 0 ）)12%3)4,5.、!"#$%&’(（ 0 ）)(2%3 )4,5.、
!"#$%&’(（ 0）)62%3)4,5.和 !"#$%&’(（ 0）)/2%3)
4,5.共转染 7*89:( 细胞，抗生素筛选后，将阳性
细胞收集起来，用流式细胞仪测定 4,5.荧光强度，
结果如图 &所示。与没有人工转录因子结合位点的
实验对照即 !"#$%&’(（ 0 ）)12%3)4,5. 的载体比
较，人工转录因子促进 4,5.的表达增加 6 ; & 倍。
含不同人工转录因子结合位点数量的载体外源基因

表达的促进效果不同。其中，含 <个和 61个结合位
点的载体人工转录因子对外源基因表达的促进效果

基本相同，平均荧光强度分别为 =<<、=((单位；(1个
结合位点的载体人工转录因子对外源基因表达的促

进效果最明显，平均荧光强度为 ((>? 单位，且高强
度荧光的细胞数比例相对较高（@/部分占 &1A）。

图 & 人工转录因子对具有不同结合位点
数量载体表达 4,5.的影响

5BCD& 4EEF"G HE IJGBEB"BIK GJILM"JB!GBHL EI"GHJ
HL 4,5. FN!JFMMBHL BL 7*8 "FKKM BLGFCJIGFO

PBGQ RIJBHSM ITHSLG HE GIJCFG MBGF

!"( 人工转录因子对 )*’+表达的影响
根据人工转录因子对 4,5.表达的影响，初步

选定载体 !"#$%&’(（ 0 ）)62%3 为人工转录因子
,-./促进外源基因表达的优选载体。为了进一步
验证该载体在 ,-./作用下的外源基因表达促进作
用，选用 G9.% 作为报告基因，将载体分别与
!"#$%&’()*+),-./ 与 !"#$%&’(（ 0 ）)12%3)G.%、
!"#$%&’(（ 0）)62%3)G.%共转染的 7*89:(细胞，将
抗生素筛选得到的阳性细胞单克隆细胞，用 U(11方
瓶培养，待细胞长满后，测定 6/Q每 (11万细胞表达
G9.%的活性单位。结果如图 /所示，与对照载体比
较，人工转录因子对 G9.%表达增加了 6 ; &倍。

图 / 人工转图录因子对含 (1个结合
位点载体表达 G9.%的影响

5BCD/ 4EEF"G HE IJGBEB"BIK GJILM"JB!GBHL EI"GHJ HL G9.%
FN!JFMMBHL BL 7*8 "FKKM BLGFCJIGFO PBGQ (1 ,-./ GIJCFG MBGF

图 < 人工转录因子对促进外源基因表达机制示意图
5BCD< @F"QILBMT HE IJGBEB"BIK GJILM"JB!GBHL

EI"GHJ HL FNHCFLHSM CFLF FN!JFMMBHL

# 讨论
在基因结构、表达调控元件已经确定的情况下，

外源基因在 7*8细胞中的高效表达，很大程度上取
决于表达载体整合在 7*8细胞基因组的位置和拷
贝数。外源基因整合在 7*8细胞基因组转录活跃
区，能够增加外源基因的转录水平，在该位置基因启

动子能够招募更多的转录因子促使外源基因有更强

的转录，导致外源基因有较高的表达。但是外源基

因整合到基因组转录活跃区的几率很低，细胞内源

性转录因子数量也是有限的，它不足以使外源基因

的启动子招募到足够的转录因子，所以人为增加细

胞的转录因子，并使它结合到外源基因的上游，对增

加外源基因的转录是有利的，从而提高外源基因的

表达量（图 <所示）。

<6李世崇等：人工转录因子促进外源基因在 7*8细胞中的高效表达



我们构建的人工转录因子 !"#$，选用 %"$& 的
核定位信号序列将酵母转录因子 !’($的 )*’结合
结构域和由 $个 "#+,的最小活性中心串联而成的
转录激活结构域组成，有利于人工转录因子 !"#$
进入核内发挥功能。

人工转录因子对外源基因表达的调控效应在较

大程度上受外源基因上游的转录因子结合位点数量

的影响。我们通过比较外源基因在整合了 -、+&、.&
个 !"#$结合位点的 /01细胞中的表达效果，确定
含 +&个 !"#$结合位点的载体为 !"#$促进外源基
因表达的优选载体。这一实验结果提示：!"#$结合
位点过少，所招募的人工转录因子数目不足以增强

其启动子转录活性的充分发挥；相反，!"#$结合位
点过多，可能影响到人工转录因子作用的协同性，也

不利于 !"#$增强启动子转录活性的发挥。
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我刊开通远程投稿、审稿、编辑系统

我刊新版远程投稿及编辑系统已于 .&&,年 +月 +日起正式开通。该系统能实现远程投稿、远程查稿、
在线审稿、在线编辑等功能。欢迎广大作者、读者和审稿专家使用。

今后，我刊所有来稿都将通过该系统进行管理，关于稿件的一切信息也都将通过网络告知作者。从 $月
+\日起，编辑部将不再接收 _JQC2E投稿和邮寄投稿，请投稿我刊的作者从 4;;<：VV‘>5=8CE F 2QF C: F :8V:‘U上注册
登录，并将您的稿件按照提示一步步提交完成（注意：一定要进行到最后，直至看到欢迎投稿界面，否则，您

的稿件将停留在草稿箱阶段）。之后，您就可以随时从“作者查稿”系统中实时看到您的稿件的审理状态了。

同时，我刊已与每一位审稿专家联系，推进稿件在线审理工作，目前将采取在线审稿、_JQC2E审稿和纸介
质审稿并行的方式，欢迎审稿专家试用并提出宝贵建议。如有问题，可 _JQC2E垂询。

如果您在使用过程中发现任何问题，请随时与我刊编辑部联系，或登录我刊首页，在编读往来上提问，

您会得到及时、耐心的解答。谢谢您的合作！

电话：&+&J,.--$O&O _JQC2E：:‘Ua 2QF C:F :8
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